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　　Highly　polymorphic　HLA　systems　have　contributed　greatly　to　paternity　testing　and　personal　identifica。

tion　in　forensic　work．　Recently　HLA　alleles　in　the　class　II　region　have　been　defined　easily　at　the　nucleotide

level　using　the　PCR（polymerase　chain　reaction）method．　The　PCR　procedure　invoIves　the　PCR－SSO（sequence

specific　oligonucleotide）method　and　the　PCR－RFLP（restrictiQn　fragment　length　polymorphism）method．

　　In　this　study，　HLA－DQAI　and－DPBI　alleles　were　defined　in　150　unrelated　healthy　Japanese　individuals

using　a　modified　PCR－RFLP　method、

　　For　the　DQAl　alleles，36　combinations　incluCling　8　homozygotes　and　28　heterozygotes　can　be　unequivocal－

1y　determined．　DQA1・0301　was　the　most　frequent（37．8％）allele，　For　the　DPBI　alleles，1890ut　Qf　190

combinations　including　19　homozygotes　and　171　heterozygotes　could　be　determined．　DPB1＊0501　was　the　most

frequent（33ユ％）allele。

　　E・・1・・i・np・・b・bili毛y（EP）・嫡・DQAl　a・d　DPBl　w・・e　51．4％・nd　573％・especti。，1y，　these　v。1。，、　b，i。g

1．2to　3。O　times　higher　than　that　of　convent｛onal　blood　group　markers（Gln　and　ABO）．　The　HLA－DQAI　and

DPBI　polymorp｝1isms　are　considered　to　be　useful　for　paternity　testing　and　personal　identification．翫劾s加‘

ルf2d．／，，40」97－1ヱ0，1992
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　　　　　　　　　　1・緒　雷　　　　答囎駿齢よび儲移櫛・簸鍛割媒たし
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ている。また，HLA抗原は検査手技も標準化され，

　ヒトの主要組織適合性抗原複合体（MHC：major　　検査成績の再現性も良いうえ，遺伝形質のなかで最も

histocompatibility　complex）であるHLA抗原　　高度な遺伝的多型性を示すことから，法医学における

（human　Ieucocyte・associated　antigen）は，免疫応　　個人識別や親子鑑定実務1）“4）に用いられてきた。
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　従来，HLA抗原は血清学的5，および細胞学的検　　得られたDNAを用いて，細胞学的方法では操作が煩

査6）7｝によりタイピングされてぎたが，HLAクラスII　　雑なうえ判定が困難なDPB1遺伝子型タイピングを

抗原の各種cDNAクローソが分離・解析された結果，　　試み，法医学領域における実用性と可能性について検

これらをプローブとしたサザンハイブリダイゼーショ　　討した。

論，蕪1総t灘．認eltピ卿　　　II材料・方法
可能となったs）’1°）。さらに最近では，DNAポリメラ　　A　DQAI，　DPB1遺伝子頻度の算定

一ゼを用いて特定のHLA遺伝子領域を試験管内で増　　　1　DNA抽出

幅させるPCR（polymerase　chain　reaction）法が考　　　抗凝固剤（ヘパリン）入り試験管に一般健常人

案されIL｝12），　HLA遺伝子の型判定が容易になった。　　　（150人）から採血した試料（金血10ml）を用いた。

現在，PCRを用いたHLA－DNAタイピングには2　　血液からのDNA抽出は，文献18，に従った。分離した

つの方法が確立されている。その1つは，遺伝的多型　　有核細胞に，Iysis　buffer〔50　mM　Tris　aminometh・

性に富む領域を選択的に増幅させ，増幅領域内のアロ　　ane－HC1（pH　8．0），20mM　EDTA，0．1M　NaC1，1％

抗原特異的な塩基配列に，人工的に作成したオリゴヌ　　SDS〕0．6mlを加え，　proteinase　Kを150μg／mlとな

クレオチドプローブがハイヅリッドするか否かで，　　るように加え，50℃で5時間以上反応させた。

HLAアPt抗原タイプを決定するPCR－SSO　　　O，4M　Tris－HCIで飽和したフェノール溶液により

　（sequence　specific　oligonucleotiCle）法ls）14）であり，　　フ＝ノール抽出操作を2～3回行った。抽出した上層

もう1つは増幅した領域にアロ抗原タイプ特異的制限　　　（DNA層）に，　RNase　A；80ptg／．ml，　RNase　Tl；

酵素を反応させ，その切断の有無からHLAタイプを　　2，400units／mlとなるようにそれぞれ加え，37℃3時

決定するPCR－RFLP法（改良PCR－RFLP法を含　　間反応後，全容量の1／10量の3M酢酸カリウム溶液

む）15｝－17｝である。PCRを用いたHLA－DNAタイピ　　　（pH　5．2）と，2倍量の冷純エタノールを加え，

ングは，現在のところクラスII抗原についてはほぼ確　　DNAを回収した。

立されつつある。また，従来のように操作が煩雑な一一　　　DNAは冷純エタノールにてフエノール残存がない

次混合リンパ球培養試験（D抗原タイピング）や二次　　ように2～3回繰り返し洗浄し，最後に冷70％エタノ

混合リンパ球培養試験（DP抗原タイピング）の必要　　一ルで洗浄した後，減圧乾燥し，およそ1μg／μ1にな

もなく，新鮮な標的細胞や被検細胞を用意する必要も　　るように滅菌蒸留水を加え溶解させ，使用時まで4℃

ないため，法医学領域をはじめ臨床医学領域でもその　　に保存した。

有用性が期待されている。　　　　　　　　　　　　　2　DNAの増幅（PCR）

　本研究は，改良PCR－RFLP法16】17）を用いて健常成　　a　反応液

人150人の血液から抽出したDNAよりDQAI，　　　滅菌蒸留水　　　　　　　　　　　　82．5μI

DPB1の遺伝子頻度を決定し，個人識別における有用　　　DNA（1μg／μ1）　　　　　　　　　　　　　1μ1

性について検討した。また，微量乾燥血液から限外濾　　　Buffer　　　　　　　　　　　　　　　　10μ1

過チューブを用いて抽出したDNAからDQA1遺伝　　　　　KCI　　　　　　　　　　　500mM

子型タイピソグを行い，さらに解剖死体の保存血から　　　　　Tris－HCI（pH　8．4）　　　　　100mM

表1　DQAI，　DPB1遺伝子増幅に用いるプライマーと制限酵素

対立遺伝子　　　　　　　　　　プライマー（5’to　3’）　　　　　　　　　　　　　　制限酵素

　　　　　　GH26：GTGCTGCAGGTGTAAACTTGTACCAG　　　　　　ApaLI，　Hphl，　BsaJI

DQAI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fokl，　MbolI

　　　　　　GH27：CACGGATCCGGTAGCAGCGGTAGAGTTG

　　　　　　DPB101：GTGAAGCTTTCCCCGCAGAGAATTAC　　　　　Bsp12861，　Fokl，　DdeI

DPBI　　　　　　　　　　　　　　　B、aJI，　Bs、HII，．Cf，131
　　　　　DPB201：CACCTGCAGTCACTCACCTCGGCGCTG　　　　　Rsa互，　EcoNI，　AvaII
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個人識別におけるHLAクラスII遺伝子
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　　図1　微量濃縮法

12，000rpm　5分間

表2　DPB1遺伝子型と9種類の制隈酵素による切断パターソ17｝1

対立遺伝子　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　制　限　酵　素

DPBI　　　　　　Bsp12861　Fokl　　Ddel　　BsaJI　BssHII　Cfr131　　Rsal　　EcoN工　AvalI

0401　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　0　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　0　　　　　　　0

1801＝＝0402＊　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　1　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　　0　　　　　　　　0

0201　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　1　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　　0

0202　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　0　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　0

0801＝1601＄　　　　　　　　　　　0　　　　　、　　　1　　　　　　　0　　　　　　　1　　　　　　　0　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　0

0501　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　　0　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　　0　　　　　　　　0

0301　　　　　　　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　1　　　　1　　　　1　　　　1
0601　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　0　　．　　　　　0　　　　　　　0　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　1

1101　　　　　　　　　　0　　　　1　　　　0　　　　0　　　　1　　　　1　　　　1　　　　1　　　　1

0101　　　　　　　　　0　　　　1　　　　0　　　　1　　　　1　　　　0　　　　1　　　　0　　　　0
0901＝1701＃　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　0　　　　　　　0　　　　　　　0　　　　　　　0　　　　　　　0　　　　　　　1　　　　　　　0

1001　　　　　　　　　1　　　　1　　　　0　　　　0　　　　0　　　　0　　　　1　　　　1　　　　0

1301　　　　　　　　　0　　　　1　　　　0　　　　0　　　　1　　　　0　　　　1　　　　1　　　　0
1901　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　0　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　0

1401　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　0　　　　　　　　0　　　　　　　　0　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　　0　　　　　　　　1　　　　　　　　1

1501　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　0　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　　1　　　　　　　1　　　　　　　1

0；非切断，1：切断

ホ：DPB1＊1801と0402は，　Rsal制限酵素処理により，1801のホモは147bpのバソドが出現し，0402のホモは177bp

のバンドが出現することから判別。1801／0402のヘテロは，147bpと177bpのバソドが出現する。＄：DPB1・0801

と1601は，Fokl制限酵素処理により，0801は116bpの・ミンドが出現，1601は116bpの・ミンドが出現しないことか

ら判別。＃：DPB1＊0901と1701は，　Fokl制限酵素処理により，0901は116bpのバンドが出現，1701は116bpのバン

ドが出現しないことから判別。
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図2　健常成人7人の改良PCR－RFLP法によるDPB1パターン

100　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vol．40



個人識別におけるHLAクラスII遺伝子

　　　　MgCI2　　　　　　　　　　　25mM　　　　　B　微量乾燥血液からのDQA1タイピング

　　　　gelatin　　　　　　O．01％（W／V）　　　　　　抗凝固剤（ヘパリン）の入った血液5，10，25，50

　　　　NONIDET　P－40（SIGMA社）　　　　　　　　　および100μ1を2m1エッペンドルフチューブにそれぞ

　　　　　　　　　　　　　　　0．2％（W／V）　　　　　れ分注し，約1ヵ月，3ヵ月，6ヵ月，1年，1年半

　　dNTP（ATP，　CTP，　TTP，　GTP）　各200μmoles　　室温に放置したものを用いた。微量濃縮法（図1）を

　　DPB1遺伝子増幅：DPB1特異的P・im・・（表1）　用いて，試料に2倍量の溶液（NH、Cl；8269，

　　　DPB101（1ng／μ1）　　　　　　　　　　1μI　KHCO、；1g，　EDTA；37mg／1　H20）を加え溶解させ

　　　DPB201（1ng／μ1）　　　　　　　　　　　　　　1μ1

　　DQA1遺伝子増幅：DQA1特異的Primer（表1）　　　　　　　　　表3　DPB1遺伝子頻度

　　GH26（1　”g／・1）　　　　・・1　遺伝子型　。（、5。）　P．．F．　G　F．
　　GH27（1ng／μ1）　　　　　　　　　　　　　　1μ1

　T・qp・1・mera・e（宝酒造）　　　0．5。1　DPB1＊°1°1　°　°・°°°　・・0・・

和叢繊論魅備講蹴塑lll羅　；l　lliil　lliii
を上層に滴下した

　　　　　　　　。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DPB1＊0401　　　　　14　　　’0。093　　　0．048

b　DNA増幅反応　　　　　　　　　　　　　　　　　DPBI・0402　　　35　　『0，233　　0．124

（1）DPBI遺伝子：第1サイクルは，92℃2分間の　　　DPBI・0501　　　83　　　0．553　　0．331

　denature，62℃1分間のannealing，72℃2分間の　　　DPBI＊0601　　　　1　　　0，007　　0，004

　extensionを行い，第2サイクルからはdenature　　　DPB1＊0801　　　0　　　0．000　　0．000

　を1分間にして計30サイクル行い，最後に72℃5分　　　DPB1＊0901　　　29　　　0’193　　0’102

　間のextensionを加えた。　　　　　　　　　　　　　DPB1＊1001　　　　0　　　0’OOO　　O’OOO

（2）DQA1遺伝子：annealingの温度を60℃にした以　　　DPBN101　　　　0　　　0’000　　0’ooO

，外B毒同じ禰　㍉規　1翻一llil　illi
a　DPB1遺伝子：マイクロプレートに増幅DNA液　　　DpBI，1601　　　　2　　　0．013　　0．007

　5μ1および表1に示した各制限酵素O．5unitsを，　　　DPB1・1701　　　　0　　　0．000　　0．OOO

　おのおのの制限酵素に対する10倍濃縮緩衝液1μl　　DPB1＊1801　　　　0　　　0．000　　0，000

　と混和し，37℃で一晩反応させた後，反応停止液　　　DPB1・1901　　　　0　　　0．000　　0．OOO

　　（O”5％SDS・30％glycerol・9・2％BPB，0，2％　　　P．　F，：表現頻度

　XC，10mM　Tris，1mM　EDTA）1．5μ1を加えた。　　G．　F．：遺伝子頻度

　ただし，BsaJIは60℃で1時間，　BssH　IIは50℃で

　1時間反応させた。　　　　　　　　　　　　　　　　　表4　DQA1遺伝子型と5種類の制限酵素による

b　DQA1遺伝子：マイクロプレー一トに増幅DNA液　　　　　切断パターン17｝

　5μ1を表1に示した各制限酵素0・5unitsとおのお　　　対立遺伝子」　　　　　制　限　酵　素

のの制購熱こ対する1°膿縮纈液・・1と飾　　DQA1蕊訟f一莇τ’彌r一罵llr砺誼
　し，37℃で一晩反応させた後，1．5μ1反応停止液を

、加ﾜ　J　Cで1時間　　ll罪一一；
　制限酵素処理した試料を，12％ポリアクリルアミド　　　0301　　　　0　　0　　0　　0　　1

ゲルを用いた電気泳勲で分析した。サイズマーカーと　　　0401　　　　　0　　0　　1　　1　　0

して，Hae　III処理したpBR322を用いた。泳動装置　　　0501　　　　0　　0　　1　　0　　0

（Mupid　II；Cosmo　Bio社）で泳動した後，エチジ　　　0601　　　　0　　1　　1　　1　　0

ウムブロマイドで染色し・紫外線で発色させバンドを　　　0：非切断，1：切断

検出した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・：DQA1・0101とOlO2は，　Mnllの切断パターンで判別。
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　　　　M勧◎ll　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l：DQA1・0301／0301
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Mabcde　　　Mabcde　　 Mabcde
一　　　　　　鋼關駄　澗購自　漏　　犠　　　　■■購　　F

i84　一レ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　184　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　184詞F

ApaLi　　　　　　　　　　Hphl　　　　　　　　　BsaJl

Mabcde　　 Mabcde
M二pBR322／Haelll

a：100

267－←　　　　　　　　　　　　　　　　267→レ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b：50

S84一レ　　　　　　　　　　　　　　　　184→p　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C：25

d：10

e：5
　　（μρ）

Fokl　　　　　　　　Mboll

図4　微量濃縮法を用いた，改良PCR－RFLP法による，血液量の違いと

　　DQA1（DQA1・0301／0301）パターン

　　　　　　　表5　DQA1遺伝子頻度　　　　　　　　した後・12，000rpmで5分間遠心し・上層（DNA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　層）をフェノールが混入しないように吸い取り，限外
遺伝子型　n（15°）　P・　F・　G・　F・　濾過チ。一ブ（C，。t，i、。n30；A面、。n社N．移した。

　DQA1＊0101　　　　45　　　　0・300　　　0・163　　　TE（10mM　Tris－HCI，1mM　EDTA；pH　8．0）をセ

　DQA1＊0102　　　48　　　0・320　　0・175　　　ントリコソ30に加え総量2mlとし，2，000rpmで20分

DQA1＊0103　　　56　　　0・373　　0・208　　　間遠心．濃縮した。この操作を2回繰り返し，最後に

　DQA1＊0201　　　　1　　　0・007　　0・004　　　滅菌蒸留水で1回洗浄濃縮操作を行いPCR用の試料

　DQA1＊0301　　　　92　　　　0．613　　　0．378
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　とした。
　DQA1・0401　　　　　1　　　　0．007　　　0，004
DQA1。0501　　　22　　　0．147　　0．076　　　C　解剖死体の保存血からのDPB1タイピング

　DQA1・0601　　　4　　　0．027　　0．014　　　法医解剖死体より得た血液からDNAを抽出し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DPB1遺伝子型の判定を行った。血液5mlを前述した
　P．F．：表現頻度
　G．F，二遺伝子頻度　　　　　　　　　　　　　　　　　溶液にて溶解後・沈澱細胞から健常人で行った方法に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　基づきDNA抽出を行った。得られたDNAは1μg／

た後，12，000rpmで2分間遠心した。上清を除去した　　μ1になるように滅菌蒸留水を加え14℃に保存し

後，沈澱した細胞を生理食塩水で洗浄し，再度上清を　　PCRに用いた。

蹴憲鶯講1鑑贈e繍趨　　　III結果
を溶解させた。これに，400mM　Tris－HC1で飽和し　　A改良PCR－R肌P法による健常成人150人の

たフェノール溶液を500μ1加え，回転器（ROTA－　　　DPB1遺伝子型とDQA1遺伝子型

TOR　RT－50；TAITEC社）で400rpm，30分間回転　　　1　DPB1遺伝子型
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図5　各種解剖死体血液の改良PCR－RFLP法

　　によるDPB1遺伝子型

0　0　2　2　0　00　0　0　0　0　　　　　　　　　　（次頁に各レーンの遺伝子型と死因を示す）

一BssHil一

104　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vol．40



個人識別におけるHLAクラスII遺伝子

レーンDPB1遺伝子　剖検年　死因
a　　　　O501／0501　　　　1989　　　　失血死

b　　　　　O201／0201　　　　　1989　　　　脳膜炎

c　　　　O401／0501　　　　1989　　　　外傷性クモ膜下出血

d　　　　O501／1301　　　　　1989　　　　脳挫傷

e　　　　O201／0201　　　　1989　　　　脳挫傷

f　　O501／0501　　1989　　溺死
9　　　　0201／0501　　　　1989　　　　下行大動脈破裂

h　　　　O201／0301　　　　1989　　　　大動脈および左肺損傷

i　　　　O201／0201　　　　1989　　　　全身挫滅

j　　　　O901／0901　　　　1990　　　　脳挫傷

k　　　　O402／0201　　　　　1990　　　　延髄破裂

　改良PCR－RFLP法i6｝17）とは，19種類のDPB1対立　　DPBI・0901（10．2％）の順で続き，　DPBI・0101，

遺伝子について・その第2エキ〃部分299bpを表1　0801，1001，1101，1501，1701，1801は今回をま認め

に示したプライマーを用いてPCR法により増幅し，　　られなかった。

アロ抗原に特異的な各種制限酵素により切断される　　2　DQA1遺伝子型

　（1と表記）場合と，切断されない（0と表記）パタ　　　8種類のDQA1対立遺伝子についてDPB1と同様，

一ンの組合せによって遺伝子型を決定する方法である。　　5種類の制限酵素で切断した標準パターンを表4に示

　現在DPB1遺伝子座には19種類の対立遺伝子が確　　す。　DQA1遺伝子は，ホモ・ヘテロ合わせて，36種類

認Is）されている。改良PCR－RFLPによるこれらの遺　　の遺伝子が判定可能である。図3は，今回検査した一

伝子のホモ接合体の標準パターンを表2に示した。こ　　般健常人のPCR－RFLP図の一部である。

れらのホモ接合体パターンの任意の2つの組合せがへ　　　150人について行ったDQA1各対立遺伝子のDNA

テPt接合体である。たとえばDPB1・0401／0201型は，　　タイピングによる表現型頻度と遺伝子頻度を表5に示

表2で示したDPB1＊0401とDPB1・0201の組合せであ　　した。今回8種類の対立遺伝子全てをタイピングし，

り，Bsp12861，　Fokl，　Ddel，　BsaJI，　BssHII，　Cfr131，　最も頻度が高かった型は，　DQAI・0301（37．8％）で

Rsal，　EcoNI，　Avall制限酵素で処理すると1，1，0，1，　あり，ついでDQA1・0103（20．8％），　DQA1・

2；1，1，2，0のパターンになる。ここで示す2は一　　〇102（17．5％）の順であった。

方の対立遺伝子は制限酵素で切断さ，れる（1）が，他　　B　乾燥血液からのDQA1タイピング

方の対立遺伝子は切断されない（0），すなわちヘテ　　　1ヵ月，3ヵ月，6ヵ月，1年，1年半保存した乾

・接合体であることを意味している。図2は今回検査　　燥血液（それぞれ5，10，25，50，100μ1）から限外

した一般健常人の改良PCR－RFLP図の一部である。　　濾過チューブを用いてDNAを抽出し，改良PCR一

なお，改良PCR－RFLP法では，ホモ・ヘテP合わせ　　RFLPを行った。いずれの血液量からもDQA1遺伝

て189種類のDPB1遺伝子型が判定可能である。この　　子は増幅され，タイピングも可能であった（DQA1・

方法を用いて150人について行ったDPB1各対立遺伝　　0301／0301）。また，1年半経過したものでもタイピン

子の表現頻度と遺伝子頻度を表3に示した。　　　　　　グが可能であった（図4）。

　なお，遺伝子頻度は次の式により求めた。　　　　　　C　解剖死体の保存血からのDPBIタイピング

　　　　　P＝1＿贋一　　　　　　　　　　　　　11例の解剖死体より得た血液よりDNAを抽出し，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　改良PCR－RFLPを行った。死因や試料の保存期間に

　ここで，Pは遺伝子頻度を表し，　fは表現頻度を表　　関係なく，全ての症例でDPB1遺伝子型が判定され

す。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た。各症例の死因およびDPB1タイピングの結果を

　19種類の対立遺伝子のうち11種類がタイピングされ，　図5に示した。

最も頻度の高かった型はDPB1＊0501（33．1％）で，

ついでDPBI＊0201（17．5％），　DPB1＊0402（12．4％），
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る23）2‘）。もう1つは，特定の染色体上にある遺伝子座
　　　　　　　　　IV考　　　察
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（シソグルローカス：SL）に存在する遺伝的多型性

　　従来，個人識別には指紋が最も有力な形質とされて　　を検出する方法である。これは，WymanとWhite2fi）

　ぎたが，検査できる血液型の種類が増すにつれて，血　　が報告した高多型性を示す座位を基に，Nakamura

　液型判定もその価値が高くなってきた。血液型は血液　　ら26）が同定したYNH24やYNZ22のシソグルローヵ

　を構成する全ての成分について識別可能な遺伝形質　　ス（SL）VNTR（variable　number　of　tandem

　（個人差）を示し，その型はメソデルの法則に従って　　repeat）を用いる方法である。ある個人の1ヵ所の

親から子へ規則正しく遺伝するため，親子鑑定におい　　SL－VNTR部位は，父親側からと母親側からユつず

て最も重要な形質である。　　　　　　　　　　　　　　つ遺伝し，それぞれ異なった長さであれぽ電気泳動法

　現在，個人識別や親子鑑定に利用される血液型は，　　によって2つのパンドとして検出され（異型接合），

ABO式などの赤血球型，　Hp型などの血清型，　AcP　　それぞれが同じ長さであれぽ1つのバンドとして検出

型などの酵素型および白血球型など30種類以上のシス　　される（同型接合）。VNTR部位のPCR増幅は，い

テムが用いられている。これらのシステムのうち最も　　まだ体系的に解明されていない点が多いが，今後明ら

遺伝的多型性に富んでいるのがHLAシステムである。　　かにされるであろう。

血液型遺伝形質のうち個人識別や親子鑑定に有効であ　　　血液型についてもDNAレベルでの解析が行われる

るかを評価するのに，その形質が示す識別率2°）（任意　　ようになり，白血球型では近年，HLA－DR，一

の2例の血液型を異なる血液型として識別できる型分　　DQ，－DPの各クラスII抗原のα鎖とβ鎖のcDNA

け能力）と父権絶対否定確率（排除率：ある子供と母　　　クローンが分離・解析され，従来㊧血清学的および細

親の組合せの時，絶対的に否定される一般の男性の確　　胞学的方法によって検出されてきたHLA抗原の各ア

率）を指標として表される。ABO式血液型の識別率　　ロタイプ遺伝的多型性が，　DNAレベルで調べること

は70％，Rho（D）で1％，　HLA式血液型9因子，　　が可能になった27）’29）。当初，各HLA抗原のcDNA

B7，B35，　B44，　B51，　Bw52，　Bw54，　Bw60，　　クローンをプローブとするサザンハイブリダイti　一一シ

Bw61，　Bw62では94％と高くなる。一方，父権絶対　　ヨンを用いたRFLP法が行われていた8）一1°〕。しかし

否定確率は，ABO式血液型では192％，　MNSs式血　　この方法には，最終判定までに5～6日の長時間を要

液型で23．5％，HLA－B型の対立遺伝子数38の場合は　　することや，試料DNAが多量に必要であることや，

80．9％となる21）。HLA型のように対立遺伝子の数が　　HLAタイプを決定しているエピトープのアミノ酸配

多く，遺伝子頻度が均一一et分散している遺伝形質では，　列の多型性を反映していないなどの問題点があったた

これらの値が他の血液型に比べ有意に高いため個人識　　め，最近この方法の欠点を補う新しいDNAタイピン

別および親子鑑定に有効であることが示唆される。　　　グ法が考案された。PCRを用いてHLA抗原遺伝子

　今まで，これら血液型検査は細胞表面および血清中　　型を直接タイプするPCR－SSO法13）14〕とPCR－RFLP

に遊離した糖や蛋白等の遺伝子産物の多型性を確認し　　法15）である。PCR－SSO法は原理的にすべてのDNA

てきた。しかし，これらの本体であるDNAレベルで　　変異を直接検出できる利点があるが，　HLAのように

の研究が進むに従い，DNA多型性の検索法が開発さ　　非常に多数の対立遺伝子や塩基配列の変異がある場合

れ，個人識別に利用されるようになった。　　　　　　　には，多数のプローブとのハイブリダイズを繰り返さ

　DNA多型性に関する研究は，2つに大別される。　　ねぽならないため相当の手間がかかり，またHLAク

1つは，各染色体上の遺伝子座（マルチv一カス：　　ラスII遺伝子群だけで200種類近いプローブを必要と

ML）に存在する繰り返し構造の差から行う個人識別　　することや放射性同位元素の使用などいくつかの欠点

であり，これはJeffreysら22》によるヒトミオグロビン　　がある。一方，当初開発されたPCR－RFLP法は制限

遺伝子のイントロン中に存在する反復配列（33塩基）　　酵素切断片におけるバンドの組合せで型判定を行った

をプローブとして用い，サザンブPtットハイブリダイ　　ため，バンドが近接している場合は非常に判定が困難

ゼーションで得られた個人特異的な多数のパソドパタ　　であった。そこでOtaら且6）且7）は，これらの欠点を改善

一ンを調べるctDNAフィンガープリント（DNA指　　した改良PCR－RFLP法を開発した。この方法は各種

紋）”法である。日本では，おもに“Myo”プロープ　　制限酵素により，切断される場合と切断されない場合

を用いたDNAフィンガープリントが試みられてい　　の組合せで遺伝子型を決定するため，判定が容易なう
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え検査の全行程を1日以内で行うことが可能であり，　　れた。

さらに自動機械化が可能であることや放射性同位元素　　　また識別率を各遺伝子頻度より求めたところ，

を必要としないことから日常検査として一般の検査室　　DQA1で89，7％，　DPBIで93．6％となった。前述した

レベルでの有用性が非常に大ぎい。　　　　　　　　　　ABO型，　Rh型より高く，HLA－B型と同程度の値で

A　DPB1，　DQA1の遺伝子頻度の算定　　　　　　　　あることから，個人識別において有用性が高いと考え

　DNAレベルで解析できるようになったHLA抗原　　られる。

であるが，個人識別や親子鑑定に用いる場合，日本人　　B　微量乾燥血液からのDQA1タイピング

集団における抗原の遺伝子頻度が正確に調べられてい　　　現在，犯罪現場の血痕資料から特定の個人を識別す

ないと，識別率や父権絶対否定確率が算出でぎず，実　　るためには，血液型，血清型および酵素型などの遺伝

務上使用することが困難である。著者は改良PCR一　　的多型形質を用いている。しかし，実際には血痕の量

RFLP法を用いて，　HLAのクラスII抗原である　　や状態によって，これらの遺伝的形質が十分検出でき

DPB1とDQA1の遺伝子頻度を求め，親子鑑定にお　　ないことも多く，血痕が非常に微量だった場合や，長

ける父権絶対否定確率と識別率を計算し，その有用性　　期間経過した陳旧血痕などの場合は，特定個人を識別

を検討した。　　　　　　　　　　　　　　　　　することが非常に困難なこともある。特に，多型性に

　HLAクラスII抗原遺伝子のうち高度の多型性（す　　富むHLA抗原は，新鮮な細胞でない場合，型判定が

なわちアP抗原性）を示すのは，DQA1，　DQB1，　　困難であった。

DRB1およびDPB1遺伝子である。このうちDQBI　　PCR－RFLP法によるHLAタイピングと血痕量お
とDRB1遺伝子はそれぞれ1つの5’末端および3味　　　よび保存期間についての報告はなされていないため，

端側プライマーですべての対立遺伝子をタイプするこ　　各種血痕を作成し，改良PCR－RFLP法によるDQAI

とができない。それに対し，DQA1およびDPBI遺　　タイピソグの可能性について検討した。

伝子は，本研究で使用したプライマーですべての対立　　　その結果，血痕量では5μ1の微量血痕からでも

遺伝子の型判定が可能であり，さらにDPB1遺伝子　　DQA1のタイピングは可能であり，また保存期聞は今

はDQA1，　DQB1，　DRB1と連鎖不平衡の関係にない　　回検討した最長の1年半経過したものでも検出可能で

ため今回はこれらの遺伝子に関して研究した。　　　　　あった。

　DPB1の父権絶対否定確率は，次式21）より求めた。　　　今回得られた結果より，改良PCR－RFLP法は非常

　　　　　　胴　　　　　　　　　　m，t　　　　　に検出感度が高く，またDNA抽出においてもセント
　PHLA（m）＝混P［P』（Pt＋P」）（1一P一P」）2＋，9　Pl　　　　リコン30を使用することにより短時間に行い得ること

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　から，法医学領域における有用性と実用性の点で優れ
　　　　　　（Pl十r十P旦r）〔（1－PI－r）2十Pl2－H〕

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ていると考えられる。
　　　　　　　m－1　　　　　　　　　　　　　　　’
　　　　　　＋iEl　pl（1－PI）4＋r2〔（1－r）2－H〕　　　　　C　解剖死体の保存血からのDPB1タイピング

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　日常の法医学の業務において，DNA型検出の問題

　　　　　　m－1　　　　　　　　　　　　　　　　点としては，試料の腐敗，希釈および汚染などが考え
ただし・H＝ �垂奄Q臨殿伝子のホ磯合の繊　られ，　DNAの拙、。大きな灘を及ぼす．とが指摘

で，piは第i番目の抗原を支配する対立遺伝子の頻度，　されている3°｝31）。

rは沈黙遺伝子の頻度である。表3のDPB1の遺伝　　　そこで著者は，実際の応用例として解剖死体の保存

子頻度より，父権絶対否定確率を求めると，P（HLA）＝　　血から改良PCR－RFLP法によるDPB1のタイピング

57．3％となり，DQA1の父権絶対否定確率は，　P　　を試みた。今回の解剖死体の中にも，死後数日経過し

（HLA）＝51．4％であった。　　　　　　　　　　　たものが含まれているが，表5に示したように全例で

　日本人集団で通常利用されている血液型，血清型，　　DPB1タイピングが可能であった。これは，採取した

酵素型の中でも父権絶対否定確率の高い上位6システ　　血液が比較的新鮮であったためと考えられるが，今後，

ムの数値は，Gm型40．7％，　Gc型38．2％，　PGM1型　　死後経過時間や死体の置かれた環境条件などの影響も

26．4％，Rh型23．7％，　MNSs型23，5％，　ABO型　　検討する必要がある。しかし従来，新鮮な血液を用い

19．2％21｝であり，今回求められたDPB1とDQA1の　　ても容易に型判定ができなかったDPB1抗原が，死

父権絶対否定確率は，より実用性の高いものと考えら　　後数日経過した死体からの血液でも型判定が可能とな
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ったことは法医学実務に影響が大きいといえる。　　　　　　と57，3％であった。

　　　　　　　　　V結　語　　　　2耀乾燥血液から抽出したDNAを用v・てDQA1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　遺伝子型判定を行い，検出感度の検討を行った結果，

　高度の遺伝的多型性を示すHLAクラスII抗原のう　　　1年半経過の5μ1血液でも型判定可能であった。

ち，DQA1遺伝子およびDPB1遺伝子多型性の個人　　　3　解剖死体の保存血液から抽出したDNAを用いて

識別への有用性を改良PCR－RFLP法を用いて検討し　　　DPB1遺伝子型判定を行った結果，死後数日経過し

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た解剖死体からでも全例で型判定可能であった。

1健常成人150人の血液から抽出したDNAから　　　以上より，改良PCR－RFLP法を用いたHLAクラ

DQA1とDPB1遺伝子型を判定した。その結果　　スII遺伝子（DQA1，　DPB1）タイピングは，個人識

DQA1遺伝子型はDQAI・0301が最も多く，遺伝子　　別や親子鑑定において有用であることが示唆された。

　頻度37．8％。ついでDQA1＊0103（20．8％），

0302（17．5％），OiO1（16．3％）であり，最も少な　　　本稿の要旨は，第75次日本法医学会総会（1991年4

かったのはDQA1・0401（0．4％）であった。　DPB1　　月，京都）および，第14回国際法医血液遺伝学会

遺伝子型は，DPB1＊0501が最も多く33．1％で，つ　　　［1991年9月，マインツ（ドイッ国）］で発表した。

いでDPBI・0201（17，5％），0402（12．4％）であり，

タイプされたなかで最も少なかったのはDPB1・　　　稿を終えるにあたり，御指導と御校閲を賜りました

0601（0．4％）であった。得られた遺伝子型より識　　清野誠一教授ならびに法医学教室，福島弘文教授，さ

別率と父権絶対否定確率を求めると，DQA1遺伝子　　らに研究の始めから懇篤なる御指導と御助言をいただ

型では89．7％と51．4％，DPB1遺伝子型では93，6％　　いた太田正穂講師に深甚なる謝意を表します。
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